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Beschreibung 

Die Erfindung bezieht sich auf dasGebietvon gen- 
technisch erzeugten loslichen Fusionsproteinen beste- 
hend aus nicht zur Immunglobulinfamilie gehorigen hu- 
manen Proteinen oderTeilen davon und verschiedenen 
Anteilen der konstanten Region von Immunglobulinmo- 
lekulen. Die funktionellen Eigenschaften beider Fusi- 
onspartner bleiben Oberraschenderweise im Fusions- 
protein erhalten. 

Aus der EP-A0325 262 und der EP-A 0314 317 sind 
entsprechende Fusionsproteine bestehend aus ver- 
schiedenen Domanen des CD4-Membranproteins 
menschlicher T-Zellen und aushumanen lgG1 -Anteilen 
bekannt. Einige dieser Fusionsproteine binden mit glei- 
cher Affinitat an das Glykoprotein gp120 des Humanen 
Immundefizienz-Virus wie das zellgebundene CD4 Mo- 
lekul. Das CD4-Molekul gehdrt zur Immunglobulinfami- 
lie und ist folglich bezuglich seiner Tertiarstruktur sehr 
ahnlichaufgebaut wie Immunglobulinmolekule. Dies gilt 
auch fur die a-Kette des T-Zell-Antigenrezeptors, fur die 
solche Fusionen ebenfalls beschrieben wurden (Gas- 
coigne eta!., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Bd. 84 (1987), 
2937-2940). Aufgrund der sehr ahnlichen Domanen- 
struktur war deshalb in diesem Fall die Beibehaltung der 
biologischen Aktivitat der beiden Fusionspartner im Fu- 
sionsprotein zu erwarten. 

In der europaischen Patentanmeldung Nr. 0 417 
563 sind DNA-Sequenzen beschrieben, die fur eine Teil- 
sequenz fur losliche Fragmente von nicht-loslichen Pro- 
teinen, die Tumornekrosefaktor (TNF) binden, kodiert. 
Zusatzlich ist dort eine andere Teilsequenz genannt, die 
fur alle Domanen auBer der ersten Domane der kon- 
stanten Region der schwerden Kette von humanen Im- 
munglobulinen wie lgG : IgA, IgM bzw. IgE kodiert. 

Die nachveroffentlichte europaische Patentanmel- 
dung Nr. 0 418 014 offenbart auf der Seite 8, Zeilen 
18-25 chimare Antikorpermolekule, bei denen lediglich 
die variablen Domanen der Immunglobulinmolekule 
durch TNF-R Sequenzen ersetzt wurden. 

Gegenstand der Erfindung sind losliche Fusions- 
proteine bestehend aus dem extrazellularen Anteil von 
humanem Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptorodereinem 
funktionellen Teil davon und einem Fc-Teil eines Immun- 
globulinmolekuls, ausgewahlt aus einer der Immunglo- 
bulinklassen IgG, IgM, IgA und IgE. 

Die Fusionsproteine konnen in bekannten pro- und 
eukaryontischen Expressionssystemen hergestellt wer- 
den, vorzugsweise jedoch in Saugerzellen (z.B. CHO-, 
COS-, BHK-Zellen). 

Die erfindungsgemaBen Fusionsproteine sind auf- 
grund ihres Immunglobulinanteils mittels Affinitatschro- 
matographie leicht zu reinigen und besitzen verbesserte 
pharmakokinetische Eigenschaften in vivo. 

In vielen Fallen ist der Fc-Teil im Fusionsprotein fur 
den Einsatz in Therapie und Diagnostik durchaus vor- 
teilhaft und fuhrt so z.B. zu verbesserten pharmakoki- 
netischen Eigenschaften (EP-A 0232 262). 



Es existieren verschiedene Proteasen, deren Ver- 
wendung fur diesen Zweck als denkbar erscheint. Pa- 
pain oder Pepsin werden beispielsweise fur die Erzeu- 
gung von F(ab)-Fragmenten aus Immunglobulinen ein- 
5 gesetzt (Immunology, Hrsg. Roitt, I. et al., Gower Medi- 
cal Publishing, London (1989)), jedoch spalten sie nicht 
sonderlich spezifisch. Der Blutgertnnungsfaktor Xa hin- 
gegen erkennt in einem Protein die relativ seltene Tet- 
rapeptidsequenz lle-Glu-Gly-Arg und fuhrt eine hydro- 
10 lytische Spaltung des Proteins nach dem Argininrest 
durch. Spaltsequenzen, die das beschriebene Tetra- 
peptid enthalten, wurden zuerst von Nagai und Thoger- 
sen in ein Hybridprotein auf gentechnologischem Wege 
eingefuhrt (Nagai, K. und Thogersen, H.C., Nature, Bd. 
15 309 (1984), 810-812). Diese Autoren konnten zeigen, 
da(3 die in E. coli exprimierten Proteine tatsachlich spe- 
zifisch von Faktor Xa gespalten werden. Aus Publika- 
tionen ist jedoch noch kein Beispiel bekannt, daG solche 
Proteine auch in eukaryotischen und insbesondere in 
20 Animalzellen exprimiert und nach ihrer Reinigung von 
Faktor Xa gespalten werden konnen. Eine Expression 
der erfindungsgemafBen Proteine in Animalzellen ist je- 
doch vorzuziehen, da nur in einem solchen Zellsystem 
die Sezernierung von z.B. normalerweise membran- 
es standige Rezeptoren als Fusionspartner unter Beibe- 
haltung ihrer nativen Struktur und damit ihrer biologi- 
schen Aktivitat zu erwarten ist. Sezernierung in den Zell- 
kulturuberstand erleichtert die nachfolgende einfache 
Reinigung des Fusionsproteins. 
30 Die Erfindung betrifft daher losliche Fusionsprotei- 
ne bestehend aus dem extrazellularen Ahteil von huma- 
nem Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor oder einem funk- 
tionellen Teil davon und einem Fc-Teil eines Immunglo- 
bulinmolekuls, ausgewahlt aus einer der Immunglobu- 
35 linklassen IgG, lgM : IgA, und IgE. In einer besonderen 
Ausfuhrungsform ist der Fc-Teil durch eine miteinge- 
baute mittels Faktor Xa spaltbare Spaltsequenz auf ein- 
fache Weise abtrennbar. 

Ferner betrifft die Erfindung Verfahren zur gentech- 
40 nischen Herstellung dieser Fusionsproteine sowie de- 
ren Verwendung fur die Diagnostik und die Therapie. 

Die folgenden Beispiele tragen zur Erlauterung der 
Erfindung bei. Sie stellen jedoch keine Ausfuhrungsar- 
ten der Erfindung dar. 

45 

Beispiel 1: Thromboplastin-Fusionsproteine 

Die Blutgerinnung ist ein Vorgang von zentraler Be- 
deutung im menschlichen Organismus. Entsprechend 

50 fein reguliert ist die Gerinnungskaskade, in der eine 
Vielzahl zellularer Faktoren und Plasmaproteine zu- 
sammenwirken. Die Gesamtheit dieser Proteine (und 
deren Kofaktoren) wird als Gerinnungsfaktoren be- 
zeichnet. Endprodukte der Gerinnungskaskade sind 

55 Thrombin, das die Aggregation von Blutplattchen (Pla- 
telets) induziert und Fibrin, das den Plateletthrombus 
stabilisiert. Thrombin katalysiert die Bildung von Fibrin 
aus Fibrinogen und wird selbst durch limitierte Proteo- 
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lyse von Prothrombin gebildet. Fur diesen Schritt ist ak- 
tivierter Faktor X (Faktor Xa) verantwortlich, der in Ge- 
genwart von Faktor Va und Calciumionen an Platelet- 
membranen bindet und Prothrombin spaltet. 

Zwei Wege existieren zur Aktivierung von Faktor X, 
der extrinsische und der intrinsische "pathway". Im in- 
trinsischen "pathway" wird eine Serie von Faktoren 
durch Proteolyse aktiviert urn jeweils selbst aktive Pro- 
teasen zu bilden. Im extrinsischen "pathway" wird 
Thromboplastin (Tissue Factor) von verletzten Zellen 
verstarkt synthetisiert und aktiviert Faktor X, zusammen 
mit Faktor Vila und Calciumionen. Fruher wurde ange- 
nommen, daG sich die Aktivitat von Thromboplastin auf 
diese Reaktion beschrankt. Jedoch greift derThrombo- 
plastin/Vlla-Komplex auf der Ebene von Faktor IX eben- 
falls aktivierend in den intrinsischen "pathway" ein. Ein 
Thromboplastin/Vlla-Komplex ist also einer der wichtig- 
sten physiologischen Aktivatoren der Blutgerinnung. 

Es ist daher vorstellbar, daB Thromboplastin, abge- 
sehen von seiner Verwendung als Diagnostikum (s.u.), 
auch als Bestandteil von Therapeutika zur Behandlung 
angeborener oder erworbener Blutgerinnungsdefizien- 
zen eingesetzt werden kann. Beispiele hierf ur sind chro- 
nische Hamophilien verursacht durch einen Mangel an 
Faktoren VIII, IX Oder XI Oder auch akute Storungen der 
Blutgerinnung als Folge von z.B. Leber- oder Nierener- 
krankungen. Auch nach chirurgischen Eingriffen ware 
der Einsatz eines solchen Therapeutikums denkbar. 

Thromboplastin ist ein integrales Membranprotein, 
das nichtzurlmmunglobulinfamiliegehort. Thrombopla- 
stin-cDNA-Sequenzen sind von insgesamt vier Grup- 
pen veroffentlicht worden (Fisher et al., Thromb. Res., 
Bd. 48 (1987), 89-99; Morrisey etal., Cell, Bd. 50 (1987), 
129-135; Scarpati et al., Biochemistry, Bd. 26 (1987), 
5234-5238: Spiceretal., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Bd. 
84 (1987), 51 48-51 52).Die Thromboplastin-cDNA be- 
inhaltet einen off enen Leserahmen, der fur ein Polypep- 
tid aus 295 Aminosaureresten kodiert, wovon die N-ter- 
minalen 32 Aminosauren als Signalpeptid fungieren. 
Reifes Thromboplastin besteht aus 263 Aminosaurere- 
sten und besitzt eine Drei-Domanen-Struktur: i) amino- 
terminale extrazellulare Domane (219 Aminosaurere- 
ste); ii) Transmembranregion (23 Aminosaurereste); iii) 
cytoplasmatische Domane (Carboxyterminus; 21 Ami- 
nosaurereste). Inderextrazellularen Domane existieren 
drei potentielle Stellen fur N-Glykosylierung (Asn-X- 
Thr). Thromboplastin ist normalerweise glykosyliert, je- 
doch scheint die Glykosylierung nicht essentiell fur die 
Aktivitat des Proteins zu sein (Paborsky et al., Bioche- 
mistry, Bd. 28 (1989), 8072-8077). 

Thromboplastin wird als Zusatz zu Plasmaproben 
in der Gerinnungsdiagnostik bendtigt. Durch die einstu- 
fige Prothrombin-Gerinnungszeitbestimmung (z.B. 
Quick-Test) Iaf3t sich der Gerinnungsstatus der unter- 
suchten Person feststellen. Das fur die Diagnostik er- 
forderliche Thromboplastin wird gegenwartig aus huma- 
nem Gewebe gewonnen, wobei das Herstellungsver- 
fahren schwerstandardisierbar ist, die Ausbeute niedrig 



liegt und erhebliche Mengen humanes Ausgangsmate- 
rial (Plazenten) bereit gestellt werden mussen. Anderer- 
seits ist zu erwarten, daB auch die gentechnische Her- 
stellung von nativem, membrange-bundenem Throm- 

5 boplastin, bedingt durch komplexe Reinigungsverfah- 
ren, problematisch sein wird. Diese Problematiken kon- 
nen durch die erfindungsgemafBe Fusion an Immunglo- 
bulinanteile umgangen werden. 

Die erfindungsgemaGen Thromboplastin-Fusions- 

10 proteine werden von Saugerzellen (z.B. CHO-, BHK-, 
COS-Zellen) ins Kulturmedium ausgeschleust, Ober Af- 
finitatschromatographie an Protein A-Sepharose gerei- 
nigt und besitzen uberraschend hohe Aktivitat in der ein- 
stufigen Prothrombin-Gerinnungszeitbestimmung. 

15 

Klonierung von Thromboplastin-cDNA 

Zur Klonierung der Thromboplastin-cDNA wurde 
die publizierte Sequenz von Scarpati et al., Biochemi- 

20 stry, Bd. 26 (1 987), 5234-5238, benutzt. Hteraus wurden 
zwei Oligonukleotidsondenmolekule (s. Fig.1) abgelei- 
tet. Mit diesen beiden Sondenmolekulen wurde eine cD- 
NA-Bank aus humaner Placenta (Grundmann et al., 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Bd. 83 (1986), 8024-8028) 

2S abgesucht. 

Es wurden verschieden lange cDNA-Klone erhal- 
ten. Ein Klon, 2b-Apr5, der fur das weitere Vorgehen 
verwendet wird, kodiert fur die gleiche Aminosaurese- 
quenz, wie die in Scarpati et al. beschriebene cDNA. In 

30 Fig. 2 ist die Gesamtsequenz des Klons 2b-Apr5 mit der 
daraus abgeleiteten Thromboplastin-Aminosaurese- 
quenz dargestellt. 

Konstruktion eines fur Thromboplastin-Fusions- 
35 protein kodierenden Hybridplasmids pTFIFc. 

Das Plasmid pCD4E gamma 1 (EP 0 325 262 A2; 
hinterlegt bei ATCC unter der Nummer No. 6761 0) dient 
zur Expression eines Fusionsproteins aus humanem 

40 CD4-Rezeptor und humanem IgG 1 . Die fur die extrazel- 
lulare Domane von CD4 kodierende DNA-Sequenz wird 
aus diesem Plasmid mit den Restriktionsenzymen Hin- 
dlll und BamHI entfernt. Mit dem Enzym Hindlll darf 
hierbei nur eine teilweise Spaltung durchgefuhrt wer- 

45 den, urn nur bei einer der zwei in pCD4E gamma 1 ent- 
haltenen Hindlll-Stellen zu schneiden (Position 2198). 
Es liegt dann ein geoffneter Vektor vor, bei dem eine 
eukaryotische Transkriptionsregulationssequenz (Pro- 
motor) von der offenen Hindlll-Stelle gefolgt wird. Die 

50 offene BamHI-Stelle liegt am Beginn der kodierenden 
Regionen fur einen Pentapeptidlinker, gefolgt von den 
Hinge- und den CH2- und CH3-Domanen vom mensch- 
lichem lgG1. Der Leserahmen in der BamHI-Erken- 
nungssequenz GGATCC ist dergestalt : daB GAT als As- 

55 paraginsaure translatiert wird. DNA-Amplifizierung mit 
thermostabiler DNA-Polymerase ermoglicht eine gege- 
bene Sequenz so zu verandern, da3 an eines oder bei- 
de Enden beliebige Sequenzen angefugt werden. Zwei 
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Oligonukleotide wurden synthetisiert, die mit Sequen- 
zen in der 5'-untranslatierten Region (A: 5' GATCGAT- 
TAAGCTTCGGAACCCGCTCGATCTCGCCGCC 3') ' 
bzw. kodierenden Region (B: 5' GCATATCTGGATCCC- 
C GTAG AATATTTCTCTG A ATTCCCC 3') derThrombo- 
plastin-cDNA hybridisieren konnen. Oligonukleotid A ist 
dabei teilweise homolog zur Sequenz des kodierenden 
Stranges, Oligonukleotid B ist teilweise homolog zum 
nicht-kodierenden Strang; vergl. Fig. 3. 

Nach erfolgter Amplifizierung liegt also ein DNA- 
Fragment vor (827 bp), das (bezogen auf den kodieren- 
den Strang) am 5'-Ende vor dem Beginn der kodieren- 
den Sequenz eine Hindlll-Stelle, am 3'-Ende nach den 
Kodons fur die ersten drei Aminosaurereste der Trans- 
membranregion eine BamHI-Stelle enthalt. Der Lese- 
rahmen in der BamHI-Schnittstelle ist dergestalt, daG 
nach Ligierung mit der BamHI-Stelle in pCD4E gamma 
1 eine Genfusion erreicht wird mit einem durchgehen- 
den Leserahmen vom Initiationskodon derThrombopla- 
stin-cDNA bis zum Stopkodon der schweren Kette des 
lgG1. Das erwunschte Fragment wurde erhalten und 
nach Behandlung mit Hindlll und BamHI in den oben 
beschriebenen mit Hindlll (partiell)/BamHI geschnitte- 
nen Vektor pCD4E gamma 1 ligiert. Das resultierende 
Plasmid erhielt den Namen pTFIFc (Fig. 4). 

Transfektion von pTFIFc in Saugerzellen 

Das durch das Plasmid pTFIFc kodierte Fusions- 
protein wird im folgenden als pTFIFc bezeichnet. 
pTF1 Fc wurde transient in COS-Zellen exprimiert. Hier- 
zu wurden COS-Zellen mit Hilte von DEAE-Dextran mit 
pTF1 Fc transfiziert (EP A 0325 262). 

Indirekte Immunfluoreszenzuntersuchungen erga- 
ben ca. 25% als Anteil transfizierter Zellen. 24 h nach 
Transfektion wurden die Zellen in serumfreies Medium 
uberfuhrt. Dieser Zelluberstand wurde nach weiteren 
drei Tagen geerntet. 

Reinigung von pTF1 Fc-Fusionsprotein aus Zellkul- 
turuberstanden 

170 ml Uberstand von transient transfizierten COS- 
Zellen wurden uber Nacht in einem Batchprozeft bei 
4°C mit 0,8 ml Protein-A-Sepharose in einer Saule ge- 
sammelt : mit 10 Volumen Waschpuffer gewaschen 
(50mM Tris-Puffer pH 8,6, 150mM NaCI) und mit Eluti- 
onspuffer (100mM Citronensaure: 100mM NaCitrat 93: 
7) in 0,5 ml Fraktionen eluiert. Die ersten 9 Fraktionen 
wurden nach sofortiger Neutralisierung mit jeweils 0 : 1 
ml 2M Tris-Puffer pH 8,6 vereinigt und das enthaltene 
Protein durch drei Zyklen Konzentration/Verdunnung im 
Amicon-Mikrokonzentrator (Centricon 30) in TNE-Puf- 
fer (50mM Tris-Puffer pH 7,4, 50mM NaCL 1 mM EDTA) 
uberfuhrt. Das so erhaltene pTFIFc ist in der SDS-PA- 
GE elektrophoretisch rein (U.K. Lammli, Nature 227 
(1 970) 680-685). In Abwesenheit von Reduktionsmitteln 
verhalt essich inder SDS-PAGE wieein Dimer (ca. 165 



KDa). 

Biologische Aktivitat von gereinigtem TF1Fc in der 
Prothrombin-Gerinnungszeitbestimmung 

5 

TF1Fc-Fusionsprotein ist in niedrigen Konzentra- 
tionen (> 50 ng/ml) in der einstufigen Prothrombin-Ge- 
rinnungszeitbestimmung (Vinazzer, H. Gerinnungsphy- 
siologie und Methoden im Blutgerinnungslabor (1979), 
10 Fisher Verlag, Stuttgart) aktiv. Die erzielten Gerinnungs- 
zeiten sind vergleichbar mit den Gerinnungszeiten, die 
mit Thromboplastin, das aus humaner Plazenta isoliert 
wurde, erhalten werden. 

15 Beispiel 2: lnterleukin-4-Rezeptor-Fusionsproteine 

lnterleukin-4 (IL-4) wird von T-Zellen synthetisiert 
und wurde ursprunglich als B-Zell-Wachstumsfaktor be- 
zeichnet, da es B-Zell-Proliferation stimulieren kann. Es 

20 ubt eine Vielzahl yon Effekten auf diese Zellen aus. Ins- 
besondere ist dies das Anregen der Synthese von Mo- 
lekulen der Immunglobulinsubklassen lgG1 und IgE in 
aktivierten B-Zellen (Coffmann et al., Immunol. Rev, 
Bd. 102 (1988) 5). Daruber hinaus reguliert IL-4 auch 

25 die Proliferation und Differenzierung von T-Zellen und 
anderen haematopoetischen Zellen. Es tragt somit zur 
Regulierung von allergischen und anderen immunologi- 
schen Reaktionen bei. IL-4 bindet mit hoher Affinitat an 
einen spezifischen Rezeptor. Die cDNA, die fur den hu- 

30 manen IL-4-Rezeptor kodiert, wurde isoliert (Idzerda et 
al., J Exp. Med. Bd. 171 (1990) 861-873. Aus der Ana- 
lyse der von der cDNA Sequenz abgeleiteten Amino- 
sauresequenz geht hervor, daB der IL-4 Rezeptor aus 
insgesamt 825 Aminosauren besteht, wobei die N-ter- 

35 minalen 25 Aminosauren als Signalpeptid fungieren. 
Reifer humaner IL-4-Rezeptor besteht aus 800 Amino- 
sauren und besitzt wie Thromboplastin eine Dreidoma- 
nenstruktur: i) aminoterminale extrazellulare Domane 
(207 Aminosauren); ii) Transmembranregion (24 Ami- 

40 nosauren) und iii) cytoplasmatische Domane (569 Ami- 
nosauren). In der extrazellularen Domane existieren 
sechs potentielle Stellert fur N-Glykosylierung (Asn-X- 
Thr/Ser). I L-4-Rezeptor besitzt Homologien zum huma- 
nen ll-6-Rezeptor, zur p-Untereinheit des humanen IL- 

45 2-Rezeptors, zum Maus-Erythropoietin-Rezeptor und 
zum Ratten-Prolaktin rezeptor (Idzerda et al., a.a.o.). Es 
ist somit wie Thromboplastin kein Mitglied der Immun- 
globulinfamilie, sondern wird zusammen mit den aufge- 
fuhrten homologen Proteinen zur neuen Familie der 

50 Haematopoetinrezeptoren gerechnet. Mitgliedern die- 
ser Familie sind 4 Cysteinreste und eine sich in der Na- 
he der Transmembranregion befindliche konservierte 
Sequenz (Trp-Ser-X-Trp-Ser) in der extrazellularen Do- 
mane gemeinsam. 

55 Autgrund der beschriebenen Funktion des IL-4/IL- 
4-Rezeptorsystems ist ein therapeutischer Einsatz ei- 
ner rekombinanten Form des IL-4-Rezeptors zur Unter- 
druckung IL-4-vermittelter Immunreaktionen (z.B. 
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TransplantationsabstoBungsreaktion, Autoimmun- 
krankheiten, allergische Reaktionen) moglich. 

Die fur eine Therapie erforderliche Substanzmenge 
machen eine gentechnische Herstellung solcher Mole- 
kule notwendig. ErfindungsgemaB ist wegen der pro- 
blemlosen Reinigung durch Affinitatschromatographie 
und der verbesserten pharmakokinetischen Eigen- 
schaften die Synthese von loslichen Formen des IL- 
4-Rezeptors als Immunglobulinfusionsprotein beson- 
ders vorteilhaft. 

Die IL-4-Rezeptor-Fusionsproteine werden von 
Saugerzellen (z.B. CHO-, BHK-, COS-2ellen) in das 
Kulturmedium ausgeschleust, uber Affinitatschromato- 
graphie an Protein-A-Sepharose gereinigt und besitzen 
uberraschenderweise identische funktionelle Eigen- 
schaften wie die extrazellulare Domane des intakten 
membrangebundenen IL-4-Rezeptormolekuls. 

Konstruktion eines fur I L-4-Rezeptor- Fusions prote- 
in kodierenden Hybridplasmids plL-4RFc. 

Wird das Plasmid pCD4EGammal mit Xhol und 
BamHI geschnitten, liegt ein geoffneter Vektor vor, bei 
dem die offene Xhol-Stelle "downstream" von der Pro- 
motersequenz liegt. Die offene BamHI-Stelle liegt am 
Beginn der kodierenden Regionen fur einen Pentapep- 
tidlinker, gefolgt von den Hinge- und den CH2- und 
CH3-Domanen vom menschlichem lgG1 . Der Leserah- 
men in der BamHI-Erkennungssequenz GGATCC ist 
dergestalt, da(3 GAT als Asparaginsaure translatiert 
wird. DNA-Amplifizierung mit thermostabiler DNA-Poly- 
merase ermoglicht eine gegebene Sequenz so zu ver- 
andern, daft an eines Oder beide Enden beliebige Se- 
quenzen angefugt werden. Zwei Oligonukleotide wur- 
den synthetisiert, die mit Sequenzen in der 5'-untrans- 
latierten Region (A: 5' GATCCAGTACTCGAGAGA- 
GAAGCCGGGCGTGGTGGCTCATGC 3') bzw. kodie- 
renden Region (B: 5, CTATGACATGGATCCTGCTC- 
GAAGGGCTCCCTGTAGGAGTTGTG 3') der IL-4-Re- 
zeptor-cDNA, die kloniert im Vektor pDC302/T22-8 
vorliegt (Idzerda et al., a.a.O.), hybridisieren konnen. 
Oligonukleotid A ist dabei teilweise homolog zur Se- 
quenz des kodierenden Stranges, Oligonukleotid B ist 
teilweise homolog zum nicht-kodierenden Strang; vergl. 
Fig. 5. Nach erfolgter Amplifizierung mittels thermosta- 
biler DNA-Polymerase liegt ein DNA-Fragment vor (836 
bp), das bezogen auf den kodierenden Strang am 5'- 
Ende vor dem Beginn der kodierenden Sequenz eine 
Xhol-Stelle, am 3'-Ende vor dem letzten Kodon der ex- 
trazellularen Domane eine BamHI-Stelle enthalt. Der 
Leserahmen in der BamHI-Schnittstelle ist dergestalt, 
daft nach Ligierung mit der BamHI-Stelle in pCD4E 
gamma 1 eine Genfusion erreicht wird mit einem durch- 
gehenden Leserahmen vom Initiationskodon der 1L- 
4-Rezeptor-cDNA bis zum Stopkodon der schweren 
Kette des lgG1 . Das erwunschte Fragment wurde erhal- 
ten und nach Behandlung mit Xhol und BamHI in den 
oben beschriebenen mit Xhol/BamHI geschnittenen 



Vektor pCD4E gamma 1 ligiert. Das resultierende Plas- 
mid erhielt den Namen plL4RFc (Fig. 6). 

Transfektion von plL4RFc in Saugerzellen 

5 

Das durch das Plasmid plL4RFc kodierte Fusions- 
protein wird im folgenden als plL4RFc bezeichnet. 
plL4RFc wurde transient in COS-Zellen exprimiert. 
Hierzu wurden COS-Zellen mit Hilfe von DEAE-Dextran 
10 mit plL4RFc transfiziert (EP A 0325 262). Indirekte Im- 
munfluoreszenzuntersuchungen ergaben ca. 25% als 
Anteil transfizierter Zellen. 24 h nach Transfektion wur- 
den die Zellen in serumfreies Medium uberfuhrt. Dieser 
Zelluberstand wurde nach weiteren drei Tagen geemtet. 

15 

Reinigung von IL4RFc-Fusionsprotein aus Zelikul- 
turuberstanden 

500 ml Uberstand von transient transfizierten COS- 

20 Zellen wurden uber Nacht in einem Batchproze(3 bei 
4°C mit 1 : 6 ml Protein-A-Sepharose in einer Saule ge- 
sammelt, mit 10 Volumen Waschpuffer gewaschen 
(50mM Tris-Puffer pH 8,6 : 150mM NaCI) und mit Eluti- 
onspuffer (100mM Citronensaure: 100mM NaCitrat 93: 

25 7) jn 0,5 ml Fraktionen eluiert. Die ersten 9 Fraktionen 
wurden nach sofortiger Neutralisierung mit jeweils 0,1 
ml 2M Tris-Puffer pH 8,6 vereinigt und das enthaltene 
Protein durch drei Zyklen KonzentrationA/erdunnung im 
Amicon-Mikrokonzentrator (Centricon 30) in TNE-Puf- 

30 fer (50mM Tris-Puffer pH 7,4, 50mM NaCI, ImM EDTA) 
uberfuhrt. Das so erhaltene IL4RFc ist in der SDS-PA- 
GE elektrophoretisch rein (U.K. Lammli, Nature 227 
(1970)680-685). In Abwesenheit von Reduktionsmitteln 
verhalt es sich in der SDS-PAGE wie ein Dimer (ca. 1 50 

35 KDa). 

Biologische Aktivitat von gereinigtem IL4RFc 

IL4RFc-Protein bindet 125 l-radiomarkiertes IL-4 mit 
40 gleicher Affinitat (KD=0.5nM) wie membrangebunde- 
ner, intakter IL-4-Rezeptor. Es hemmt die Proliferation 
der IL-4-abhangigen Zellinie CTLLHulL-4RI Klon D (Id- 
zerda etal., a.a.O.) in Konzentrationen von 10-1 000 ng/ 
ml. Daruber hinaus eignet es sich hervorragend fur die 
^5 Entwicklung von IL-4-Bindungstests, da es uber seinen 
Fc-Teil an mit z.B. Kaninchen-antihuman-IgG vorbe- 
schichtete Mikrotiterplatten gebunden werden kann und 
in dieser Form ebenfalls mit hoher Affinitat seinen Li- 
ganden bindet. 

50 

Beispiel 3: Erythropoietin-Fusionsproteine 

Reifes Erythropoietin (EPO) ist ein aus 166 Amino- 
sauren bestehendes Glykoprotein, das essentiell fur die 
55 Entwicklung von Erythrozyten ist. Es stimuliert die Rei- 
fung und die terminale Differenzierung erythroider Vor- 
lauferzellen. DiecDNAfurhumanes EPO wurde kloniert 
(EPA-0267 678) und kodiert fur die 166 Aminosauren 
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des reifen EPO und ein fur die Sezernierung essentiel- 
les Signalpeptid von "22 Aminosauren. Mit Hilfe der cD- 
NA kann rekombinantes funktionelles EPO in gentech- 
nisch veranderten Saugerzellen hergestellt werden und 
zurTherapie von anamischen Erscheinungen verschie- 
denen Ursprungs (z.B. bei akuten Nierenversagen) kli- 
nisch eingesetzt werden. 

ErfindungsgemaB ist wegen der problemlosen Rei- 
nigung und der verbesserten pharmakokinetischen Ei- 
genschaften die Synthese von EPO als Jmmunglobulin- 
fusionsprotein besonders vorteilhaft. 

Konstruktion eines fur Erythropoietin-Fusionspro- 
tein kodierenden Hybridplasmids pEPOFc. 

Diese Konstruktion erfolgte analog zu der im Bei- 
spiel 2 beschriebenen (Abschnitt: "Konstruktion eines 
fur IL-4-Rezeptor-Fusionsprotein kodierenden Hybrid- 
plasmids plL-4RFc"). Zwei Oligonukleotide wurden syn- 
thetisiert, die mit Sequenzen in der Nahe des Initiations- 
kodons (A: 5'GATCGATCTCGAGATGGGGGTGCAC- 
GAATGTCCTGCCTGGCTGTGG 3') bzw. des Stopko- 
dons (B: 5' CTGGAATCGGATCCCCTGTCCTG- 
CAGGCCTCCCCTGTGTACAGC 3') der im Vektor 
pCES klonierten EPO-cDNA (EP A 0267 678) hybridi- 
sieren konnen. Oligonukleotid A ist dabei teilweise ho- 
molog zur Sequenz des kodierenden Stranges, Oligo- 
nukleotid B ist teilweise homolog zum nicht-kodieren- 
den Strang; vergi. Fig. 7. Nach erfolgter Amplifizierung 
liegt mittels thermostabiler DNA-Polymerase ein DNA- 
Fragment vor (598 bp), das bezogen auf den kodieren- 
den Strang am 5'-Ende vor dem Initiationskodon eine 
Xhol-Stelle enthalt und in dem am 3'-Ende das Kodon 
fur den vorletzten C-terminalen Aminosaurerest von 
EPO (Asp) in einer BamHI-Erkennungssequenz vor- 
liegt. Der Leserahmen in der BamHI-Schnittstelle ist 
dergestalt, daB nach Ligierung mit der BamHI-Stelle in 
pCD4E gamma 1 eine Genf usion erreicht wird mit einem 
durchgehenden Leserahmen vorn Initiationskodon der 
EPO-cDNA bis zum Stopkodon der schweren Kette des 
lgG1. Das erwunschte Fragment wurde erhalten und 
nach Behandlung mit Xhol und BamHI in den oben be- 
schriebenen mit Xhol/BamHI geschnittenen Vektor 
pCD4E gamma 1 ligiert. Das resultierende Plasmid er- 
hielt den Namen pEPOFc (Fig. 8). 



Patentanspruche 

Patentanspruche fur folgende Vertragsstaaten : AT, 
BE, CH, DE, DK, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE 

1. Losliches Fusionsprotein, bestehend aus dem ex- 
trazellularen Anteil von humanem Tumor-Nekrose- 
Faktor-Rezeptor oder einem funktionellen Teil da- 
von und einem Fc-Teil eines Immunglobulinmole- 
kuls, ausgewahlt aus einer der Immunglobulinklas- 



sen IgG, IgM, IgA und IgE. 

2. Fusionsprotein nach Anspruch 1 , dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Anteil des Immunglobulinmole- 

5 kuls uber seine Hinge-Region mit dem extrazellula- 
ren Teil vom Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor ver- 
bunden ist. 

3. Fusionsprotein nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
10 zeichnet, daB der Anteil des Immunglobulinmole- 

kuls aus der konstanten Region der schweren Kette 
von humanem IgG besteht. 

4. Fusionsprotein nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
15 zeichnet, daB der Anteil des Immunglobulinmole- 

kOls aus der konstanten Region der schweren Kette 
von humanem lgG1 oder einem Protein A-binden- 
den Fragment davon besteht. 

20 5. Verfahren zur Herstellung von Fusionsproteinen 
nach einem der Anspruche 1-4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die fur diese Konstrukte kodierende 
DNA in ein Saugerzellexpressionssystem einge- 
bracht und nach Expression das gebildete Fusions- 

25 protein mittels Affinitatschromatographie uber den 
Immunglobulinanteil gereinigt wird. 

6. Verwendung der Fusionsproteine nach einem der 
Anspruche 1-4 zur Diagnostik in vitro. 

30 

7. Fusionsprotein nach einem der Anspruche 1-4 als 
Arzneimittel. 

35 Patentanspruche fur folgenden Vertragsstaat : ES 

1. Verfahren zur Herstellung von loslichen Fusions- 
proteinen, bestehend aus dem extrazellularen An- 
teil von humanem Tumor-Nekrose-Faktor-Rezep- 

40 tor oder einem funktionellen Teil davon und einem 
Fc-Teil eines Immunglobulinmolekuls, ausgewahlt 
aus einer der Immunglobulinklassen IgG, IgM, IgA 
und IgE, dadurch gekennzeichnet, daB die fur diese 
Konstrukte kodierende DNA in ein Saugerzellex- 

45 pressionssystem eingebracht und nach Expression 
das gebildete Fusionsprotein mittels Affinitatschro- 
matographie uber den Immunglobulinanteil gerei- 
nigt wird. 

50 2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeich- 
net, daB der Anteil des Immunglobulinmolekuls 
uber seine Hinge-Region mit dem extrazellularen 
Teil von Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor verbun- 
den ist. 

55 

3. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeich- 
net, daB der Anteil des Immunglobulinmolekuls aus 
der konstanten Region der schweren Kette von hu- 
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manem IgG besteht. 

4. Vertahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net, daG der Anteil des Immunglobulinmolekuls aus 
der konstanten Region der schweren Kette von hu- s 
manem lgG1 Oder einem Protein A-bindenden 
Fragment davon besteht. 



Patentanspruche fur folgenden Vertragsstaat : GR 10 

1. Losliches Fusionsprotein, bestehend aus dem ex- 
• trazellularen Anteil von humanem Tumor-Nekrose- 

Faktor-Rezeptor Oder einem funktionellen Teil da- 
von und einem Fc-Teil eines Immunglobulinmole- 15 
kuls, ausgewahlt aus einer der Immunglobulinklas- 
sen IgG, IgM, IgA und IgE. 

2. Fusionsprotein nach Anspruch 1 , dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Anteil des Immunglobulinmole- 20 
kuls uber seine Hinge-Region mit dem extrazellula- 

ren Teil von Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor ver- 
bunden ist. 

3. Fusionsprotein nach Anspruch 1 , dadurch gekenn- 25 
zeichnet, daG der Anteil des Immunglobulinmole- 
kuls aus der konstanten Region der schweren Kette 
von humanem IgG besteht. 

4. Fusionsprotein nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 30 
zeichnet, daB der Anteil des Immunglobulinmole- 
kuls aus der konstanten Region der schweren Kette 
von humanem IgGI Oder einem Protein A-binden- 
den Fragment davon besteht. 

35 

5. Vertahren zur Herstellung von Fusionsproteinen 
nach. einem der Anspruche 1-4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die fur diese konstrukte kodierende 
DNA in ein Saugerzellexpressionssystem einge- 
bracht und nach Expression das gebildete Fusions- 40 
protein mittels Affinitatschromatographie uber den 
Immunglobulinanteil gereinigt wird. 

6. Verwendung der Fusionsproteine nach einem der 
AnsprOche 1 -4 zur Diagnostik in vitro. 45 



Claims 

50 

Claims for the following Contracting States : AT, BE, 
CH, DE, DK, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE 

1. A soluble fusion protein consisting of the extracel- 
lular portion of human tumour necrosis factor recep- 55 
tor or a functional part thereof and of a necessary 
part of an immunoglobulin molecule selected from 
one of the immunoglobulin classes IgG, IgM.. IgA 
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and IgE. 

2. A fusion protein as claimed in claim 1 , wherein the 
portion of the immunoglobulin molecule is connect- 
ed via its hinge region to the extracellular part of the 
tumour necrosis factor receptor. 

3. A fusion protein as claimed in claim 1 , wherein the 
portion of the immunoglobulin molecule consists of 
the constant region of the heavy chain of human 
IgG. 

4. A fusion protein as claimed in claim 3, wherein the 
portion of the immunoglobulin molecule consists of 
the constant region of the heavy chain of human 
IgG 1 or a protein A-binding fragment thereof. 

5. A process for preparing fusion proteins as claimed 
in any of claims 1 - 4, which comprises introducing 
the DNA coding for these constructs into a mamma- 
lian cell expression system and, after expression, 
purifying the fusion protein which has been formed 
by affinity chromatography via the immunoglobulin 
portion. 

6. The use of the fusion proteins as claimed in any of 
claims 1 - 4 for in vitro diagnosis. 

7. A fusion protein as claimed in any of claims 1 - 4 as 
pharmaceutical. 



Claims for the following Contracting State : ES 

1. A process for preparing soluble fusion proteins con- 
sisting of the extracellular portion of human tumour 
necrosis factor receptor or a functional part thereof 
and of a necessary part of an immunoglobulin mol- 
ecule selected from one of the immunoglobulin 
classes IgG, IgM, IgA and IgE, which comprises in- 
troducing the DNA coding for these constructs into 
a mammalian cell expression system. and, after ex- 
pression, purifying the fusion protein which has 
been formed by affinity chromatography via the im- 
munoglobulin portion. 

2. A process as claimed in claim 1 , wherein the portion 
of the immunoglobulin molecule is connected via its 
hinge region to the extracellular part of the tumour 

. necrosis factor receptor 

3. A process as claimed in claim 1 , wherein the portion 
of the immunoglobulin molecule consists of the con- 
stant region of the heavy chain of human IgG. 

4. A process as claimed in claim 3, wherein the portion 
of the immunoglobulin molecule consists of the con- 
stant region of the heavy chain of human lgG1 or 
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protein A-binding fragment thereof. 



Claims for the following Contracting State : GR 

1. A soluble fusion protein consisting of the extracel- 
lular portion of human tumour necrosis factor recep- 
tor or a functional part thereof and of a necessary 
part of an immunoglobulin molecule selected from 
one of the immunoglobulin classes IgG, IgM, IgA 
and IgE. 

2. A fusion protein as claimed in claim 1 , wherein the 
portion of the immunoglobulin molecule is connect- 
ed via its hinge region to the extracellular part of the 
tumour necrosis factor receptor. 

3. A fusion protein as claimed in claim 1 , wherein the 
portion of the immunoglobulin molecule consists of 
the constant region of the heavy chain of human 
IgG. 

4. A fusion protein as claimed in claim 3, wherein the 
portion of the immunoglobulin molecule consists of 
the constant region of the heavy chain -of human 
lgG1 or a protein A-binding fragment thereof. 

5. A process for preparing fusion proteins as claimed 
in any of claims 1 - 4, which comprises introducing 
the DNA coding for these constructs into a mamma- 
lian cell expression system and, after expression, 
purifying the fusion protein which has*been formed 
by affinity chromatography via the immunoglobulin 
portion. 

6. The use of the fusion proteins as claimed in any of 
claims 1 - 4 for in vitro diagnosis. 



Revendications 



Revendications pour les Etats contractants 
sulvants : AT, BE, CH, DE, DK, FR, GB, IT, LI, LU, NL, 
SE 

t. Proteine de fusion soluble, constitute du segment 
extracellulaire du recepteur de facteur de necrose 
tumorale humain, ou d'un fragment fonctionnel de 
celui-ci, et d'un segment Fc d'une molecule d'immu- 
noglobuline, choisie dans Tune des classes d'immu- 
noglobulines IgG, IgM, IgA et IgE. 

2. Proteine de fusion selon la revendication 1, carac- 
terisee en ce que le segment de la molecule d'im- 
munoglobuline est relie par sa region charniere au 
segment extracellulaire du recepteur de facteur de 
necrose tumorale. 



3. Proteine de fusion selon la revendication 1 , carac- 
terisee en ce que le segment de la molecule d'im- 
munoglobuline consiste en la region constante de 
la chaine lourde d'lgG humaine. 

5 

4. Proteine de fusion selon la revendication 3, carac- 
terisee en ce que le segment de la molecule d'im- 
munoglobuline consiste en la region constante de 
la chaine lourde d'lgGI humaine ou d'un fragment 

10 de celle-ci se liant a la proteine A. 

5. Procede pour la production de proteines de fusion 
selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise en 
ce que I'ADN codant pour ces produits de construc- 
ts tion est introduit dans un systeme d'expression de 

type cellule de mammifere, et, apres expression de • 
la proteine de fusion formee, est purifie par chroma- 
tographic d'affinite sur le segment d'immunoglobu- 
line. 

20 

6. Utilisation des proteines de fusion selon I'une des 
revendications 1 a 4, pour le diagnostic in vitro. 

7. Proteine de fusion selon I'une des revendications 1 
25 a 4, en tant que medicament. 



Revendications pour I'Etat contractant suivant : ES 

30 1. Procede pour la production de proteines de fusion 
solubles, constitutes du segment extracellulaire du 
recepteur de facteur de necrose tumorale humain, 
ou d'un fragment fonctionnel de celui-ci, et d'un seg- 
ment Fc d'une molecule d'immunoglobuline, choisie 

35 dans I'une des classes d'immunoglobulines IgG, 
IgM, IgA et IgE, caracterise en ce que I'ADN codant 
pour ces produits de construction est introduit dans 
un systeme d'expression de type cellule de mam- 
mifere, et, apres expression de la proteine de fusion 

40 formee, est purifie par chromatographie d'affinite 
sur le, segment d'immunoglobuline. 

2. Procede selon la revendication 1 , caracterise en ce 
que le segment de la molecule d'immunoglobuline 

45 est relie par sa region charniere au segment extra- 
cellulaire du recepteur de facteur de necrose tumo- 
rale. 

3. Procede selon la revendication 1 , caracterise en ce 
50 que le segment de la molecule d'immunoglobuline 

consiste en la region constante de la chaine lourde 
d'lgG humaine. 

4. Procede selon la revendication 3, caracterise en ce 
55 que le segment de la molecule d'immunoglobuline 

consiste en la region constante de la chaine lourde 
d'lgGI humaine ou un fragment de celle-ci se liant 
a la proteine A. 
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Revendications pour I'Etat contractant suivant : GR 

1. Proteine de fusion soluble, constitute du segment 
extracellulaire du recepteur de facteur de necrose 
tumorale humain, ou d'un fragment fonctionnel de 5 
celui-ci, et d'un segment Fc d'une molecule d'immu- 
noglobuline choisie dans Tune des classes d'immu- , 
noglobulines IgG, IgM, IgA et IgE. 

2. Proteine de fusion selon la revendication 1 , carac- 10 
terisee en ce que le segment de la molecule d'im- 
munoglobuline est relie par sa region charniere au 
segment extracellulaire du recepteur de facteur de 
necrose tumorale. 

15 

3. Proteine de fusion selon la revendication 1 , carac- 
terisee en ce que le segment de la molecule d'im- 
munoglobuline consiste en la region constante de 
la chaine lourde d'lgG humaine. 

20 

4. Proteine de fusion selon la revendication 3, carac- 
terisee en ce que le segment de la molecule d'im- 
munoglobuline consiste en la region constante de 
la chaine lourde d'lgG 1 humaine ou un fragment de 
celle-ci se liant a la proteine A. 25 

5. Procede pour la production de proteines de fusion 
selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise en 
ce que I'ADN codant pour ces produits de construc- 
tion est introduit dans un systeme d'expression de 30 
type cellules mammaliennes, et, apres expression 

de la proteine de fusion formee, est purifie par chro- 
matographic d'affinite sur le segment d'immunoglo- 
buline. 

35 

6. Utilisation des proteines de fusion selon Tune des 
revendications 1 a 4, pour le diagnostic in vitro. 
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GTCGCTCGGACGCTCCTGCTCGGCTGGGTCTTC6CCCAGGTGGCCGGCGCTTCAGGCACT 

121 + + + + ---+ + 180 

CAGCGAGCCTGCGAGGACGAGCCGACCCAGAAGCGGGTCCACCGGCCGCGAAGTCCGTGA 

<★★★*★★***★*★****★**★***★*** 

01 igonukleotid 1 



ACAMTACTGTGGCAGCATATAATTTAACnGGAAATCAACTAATTTCAAGACAATTTTG 

181 + + + + + + 240 

TGnTATGACACCGTCGTATATTAMTTGAACCTTTAGTTGATTAAAGTTCTGTTAAAAC 



01 igonukleotid 2 

AACTACTGTTTCAGTGTTCAAGCAGTGATTCCCTCCCGAACAGTTAACCGGAAGAGTACA' 

721 + + * + + + 780 

TTGATGACAAAGTCACAAGTTCGTCACTAAGGGAGGGCTTGTCAATTGGCCTTCTCATGT 
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10 30 50 

GCCCCCCCTCGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCTCTC6GCGAACCCC 

70 90 110 

CTCGCACTCCCTCTGGCCGGCCCAGGGCGCCTTCAGCCCAACCTCCCCAGCCCCACGGGC 

130 150 170 

GCCACGGAACCCGCTCGATCTCGCCGCCAACTGGTAGACATGGAGACCCCTGCCTGGCCC 

HetGl uThrProAl aTrpPro 

190 210 230 

CGGGTCCCGCGCCCCGAGACCGCCGTCGCTCGGACGCTCCTGCTCGGCTGGGTCTTCGCC 
ArgVal ProArgProGI uThrAl aVal Al aArgThrLeuLeuLeuGl yTrpVal PheAl a 

250 270 290 

CAGGTGGCCGGCGCTTCAGGCACTACAAATACTGTGGCAGCATATAATTTAACTTGGAAA 
Gl nVal Al aGlyAl aSerGl yThrThrAsnThrVal Al aAl aTyrAsnLeuThrTrpLys 

310 330 350 

TCAACTAATTTCAAGACAATTTTGGAGTGGGAACCCAAACCCGTCAATCAAGTCTACACT 
SerThrAsnPheLysThrlleLeuGluTrpGluProLysProValAsnGlnValTyrThr 

370 390 410 

GTTCAAATAAGCACTAAGTCAGGAGATTGGAAAAGCAAATGCTTTTACACAACAGACACA 
Val Gl n II eSerThrLysSerGl yAspTrpLysSerLysCysPheTyrThrThrAspThr 

430 450 470 

GAGTGTGACCTCACCGACGAGATTGTGAAGGATGTGAAGCAGACGTACTTGGCACGGGTC 
Gl uCysAspLeuThrAspGl u II eVal LysAspVal LysGl nThrTyrLeuAl aArgVal 

490 510 530 

TTCTCCTACCCGGCAGGGAATGTGGAGAGCACCGGTTCTGCTGGGGAGCCTCTGTATGAG 
PheSerTyrProAlaGlyAsnValGluSerThrGlySerAlaGlyGluProLeuTyrGlu 

550 570 590 

AACTCCCCAGAGTTCACACCTTACCTGGAGACAAACCTCGGACAGCCAACAATTCAGAGT 
AsnSerProGluPheThrProTyrLeuGluThrAsnLeuGlyGlnProThrlleGlnSer 
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iiia : 2 (Fortsetzung) 



610 630 650 

TTTGAACAGGTGGGAACAAAAGTGAATGT6ACCGTAGAAGATGAACGGACTTTAGTCAGA 
PheGl uGl nVal G1 yThrLysVal AsnVal ThrVal Gl uAspGI uArgThrLeuVal Arg 

670 690 710 

AGGAACAACACTTTCCTAAGCCTCCGGGATGTTTTTGGCAAGGACTTAATTTATACACTT 
ArgAsnAsnThrPheLeuSerLeuArgAspValPheGlyLysAspteuIleTyrThrLeu 

730 750 770 

TATTATTGGAAATCTTCAAGTTCAGGAAA6AAAACAGCCAAAACAAACACTAATGAGTTT 
TyrTyrTrpLysSerSerSerSerGlyLysLysThrAlaLysThrAsnThrAsnGluPhe 

790 810 830 

TTGATTGATGTGGATAAAGGAGAAAACTACTGTTTCAGTGTTCAAGCAGTGATTCCCTCC 
LeuIleAspValAspLysGlyGluAsnTyrCysPheSerValGlnAlaVal IleProSer 

850 870 890 

CGAACAGTTAACCGGAAGAGTACAGACAGCCCGGTAGAGTGTATGGGCCAGGAGAAAGGG 
ArgThrValAsnArgLysSerThrAspSerProValGluCysMetGlyGlnGluLysGly 

910 930 950 

GAATTCAGAGAAATATTCTACATCATTGGAGCTGTGGTATTTGTGGTCATCATCCTTGTC 
GluPheArgGluIlePheTyrllelleGlyAl aValValPheValVal IlelleLeuVal 

970 990 1010 

ATCATCCTGGCTATATCTCTACACAAGTGTAGAAAGGCAGGAGTGGGGCAGAGCTGGAAG 
II ell eLeuAl all eSerLeuHi sLysCysArgLysAl aGlyVal GlyGl nSerTrpLys 

1030 1050 1070 

GAGAACTCCCCACTGAATGTTTCATAAAGGAAGCACTGTTGGAGCTACTGCAAATGCTAT 
Gl uAsnSerProLeuAsnVal Ser 

1090 1110 1130 

ATTGCACTGTGACCGAGAACTTTTAAGAGGATAGAATACATGGAAACGCAAATGAGTATT 

1150 1170 1190 

TCGGAGCATGAAGACCCTGGAGTTCAAAAAACTCTTGATATGACCTGTTATTACCATTAG 
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ig. 2 (Fortsetzung) 



1210 1230 1250 

CATTCTGGTTTTGACATCAGCATTAGTCACTTTGAAATGTAACGAATGGTACTACAACCA 

1270 1290 1310 

ATTCCAAGTTTTAATTTTTAACACCATGGCACCTTTTGCACATAACATGCTTTAGATTAT 

1330 1350 1370 

ATATTCCGCACTTAAGGATTAACCAGGTCGTCCAAGCAAAAACAAATGGGAAAATGTCTT 

1390 1410 1430 

AAAAAATCCTGGGTGGACTTTTGAAAAGCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGAGACGGAGTC 

1450 1470 1490 

TTGCTCTGTTGCCCAGGCTGGAGTGCAGTAGCACGATCTCGGCTCACTTGCACCCTCCGT 

1510 1530 1550 

CTCTCGGGTTCAAGCAATTGTCTGCCTCAGCCTCCCGAGTAGCTGGGATTACAGGTGCGC 

1570 1590 1610 

ACTACCACGCCAAGCTAATTTTTGTATTTTTTAGTAGAGATGGGGTTTCACCATCTTGGC 

1630 1650 1670 

CAGGCTGGTCTTGAATTCCTGACCTCAGTGATCCACCCACCTTGGCCTCCCAAAGATGCT 

1690 1710 1730 

AGTATTATGGGCGTGAACCACCATGCCCAGCCGAAAAGCTTTTGAGGGGCTGACTTCAAT 

1750 1770 1790 

CCATGTAGGAAAGTAAAATGGAAGGAAATTGGGTGCATTTCTAGGACTTTTCTAACATAT 

1810 1830 1850 

GTCTATAATATAGTGTTTAGGTTCnTTTTTTTTCAGGAATACATTTGGAAATTCAAAAC 

1870 1890 1910 

AATTGGGCAAACTTTGTATTAATGTGTTAAGTGCAGGAGACATTGGTATTCTGGGCAGCT 
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§iia : 2(Fortsetzung) 

1930 1950 1970 

TCCTAATATGCTTTACAATCTGCACTTTAACTGACTTAAGTGGCATTAAACATTTGAGAG 

1990 2010 2030 

CTAACTATATTTTTATAAGACTACTATACAAACTACAGAGTTTATGATTTAAGGTACTTA 

2050 2070 2090 

AAGCTTCTATGGnGACATTGTATATATAATTTTTTAAAAAGGTTTTTCTATATGGGGAT 

2110 2130 2150 

TTTCTATTTATGTAGGTAATATTGTTCTATTTGTATATATTGAGATAATTTATTTAATAT 

2170 

AC TTTAAATAAAG GTGACTGG G AATTGTT 
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Hindlll 

5' GATCGATTAAGCTTCGGAACCCGCTCGATCTCGCCGCC 3' 01 Igonukleotid A 

— — llllllllllillllllillllll 
AGCCCCACGGGCGCCACGGAACCCGCTCGATCTCGCCGCCAACTGGTAGACATGGAG 

110 + + +-- : ♦ + 167 

TCGGGGTGCCCGCGGTGCCTTGGGCGAGCTAGAGCGGCGGTTGACCATCTGTACCTC 

MetGlu 



5'-untranslatiert Beginn 

Leserahmen 
(Signalpeptid) 



Ende extrazellulare Oomane | Beginn Transmembranregion 



GlnGluLysGlyGluPheArgGlunePheTyrllelleGlyAlaVal 
CAGGAGAAAGGGGAATTCAGAGAAATATTCTACATCATTGGAGCTGTGGT 

890 + + + + + 940 

GTCCTCTTTCCCCTTAAGTCTCTTTATAAGATGTAGTAACCTCGACACCA 

llllllllllillllllillllll 
3' CCCCTTAAGTCTCTTTATAAGATGCCCCTAGGTCTATACG 5' Oligonukleotid B 



BamHI 
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536/, 




3000 
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ISIS 



Xhol 

5' GATCCAGTACTCGAGAGAGAAGCCGGGCGTGGTGGCTCATGC 3' Oligonukleotld A 

111111111111111111111111111 

AGAGAAGCCGGGCGTGGTGGCTCATGCCTATAATCCCAGCACTTTTGGAGGCTGAGGCGG 

61 + + + + -+ + 120 

TCTCTTCGGCCCGCACCACCGAGTACGGATATTAGGGTCGTGAAAACC7CCGACTCCGCC 



■5'-untranslatiert- 



GCAGATCACTTGAGATCAGGAGTTCGAGACCAGCCTGGTGCCTTGGCATCTCCCAATGGG 

121 + + + + + + 180 

CGTCTAGTGAACTCTAGTCCTCAAGCTCTGGTCGGACCACGGAACCGTAGAGGGTTACCC 



•5' -untransl atiert |MetGly 

Beg inn 

Leserahmen (Signalpeptid) 



Ende extrazellulare Domane | Beginn Transmembranregion 



Hi sAsnSerTyrArgGl uProPheGl uGl nHi sLeuLeuLeuGl yVal SerVal SerCys 
CACAACTCCTACAGGGAGCCCTTCGAGCAGCACCTCCTGCTGGGCGTCAGCGTTTCCTGC 

839 -+ ♦ +-- + + + ■— 898 

GTGTTGAGGATGTCCCTCGGGAAGCTCGTCGTGGAGGACGACCCGCAGTCGCAAAGGACG 

llllllllllllllllllllllllllllll 
3' GTGTTGAGGATGTCCCTCGGGAAGCTCGTCCTAGGTACAGTATC 5' Oligonulcleotid B 



BamHI 
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5394 
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Xhol 

5' GATCGATCTCGAGATGGGGGTGCACGAATGTCCTGCCTGGCTGTGG 3' 01 1gonukleot1d A 

IIIIMIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIMIIIM 

ATGGGGGTGCACGAATGTCCTGCCTGGCTGTGGCTTCTCCTGTCCCTGCTGTCG 

182 + + ♦ + + 235 

TACCCCCACGTGCTTACAGGACGGACCGACACCGAAGAGGACAGGGACGACAGC 

MetGlyValHisGluCysProAlaTrpLeuTrpLeuleuLeuSerLeuLeuSer - 
Beginn Leserahmen (Signal peptid) 



Ende Leserahmen | 

LeuTyrThrGlyGI uAI aCysArgThrGlyAspArgEnd 

I 

GCTGTACACAGGGGAGGCCTGCAGGACAGGGGACAGATGACCAGGTGTGTCCACCTGGGC 
724 + + + + ♦ ,..+... 783 

CGACATGTGTCCCCTCCGGACGTCCTGTCCCCTGTCTACTGGTCCACACAGGTGGACCCG 
lllllllllllllllllllllllllllllllll 
3' CGACATGTGTCCCCTCCGGACGTCCTGTCCCCTAGGCTAAGGTC 5' 01 igonukleotid B 

BamHI 
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